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(54) Anordnung zur Optimierung der Pulsform in einem Laser-Scanning-Mikroskop 

(57) Vorrichtung zur Einkopplung eines Kurzpulsiasers in ei- 
nen mikroskopischen Strahlengang, wobei die spektralen 
Kornponenten der Laserstrahlung mit Hilfe eines dispersi- 
ven Elementes raumlich separiert, die einzelnen spektra- 
len Kornponenten manipuliert und anschlie&end wieder 
mit Hilfe eines weiteren dispersiven Elementes raumlich 
uberlagert werden. 
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Beschreibung 



In der Mikroskopie zur Untersuchung von z. B, biologi: 
schen Praparaten werden heutzutage immer haufiger nichtii- 
neare Kontraste, wie die Zwei-Photonen Absorption oder 
dieErzeugung derzwcitcn Harmonischen (SHG) eingesetzt. 
Um die zur Anregung von nichtlinearen Effekten notigc 
Energie bereitzustellen, isi es vorteilhaft Kurzpulslaser ein- 
zusetzerf. Dabei sollte die Pulsspitzenleistung moglichst 
groB und damit die Pulslange arn Ort der Probe moglichst 
klein sein, um eine gleichzeitige Schadigung der Praparate 
zu verhindern. Kurzpulslaser liefern beispielsweise Licht- 
impulse mit einer Pulslange von einigen 10 fs bei einer Re- 
petitionsrate von mehreren 10 MHz. Sie haben dadurch den 
Vorteil auBerst hohe Pulsspiizenenergien bei gleichzeitig ge- 
ringer mittlerer Leistung zu emittieren. 

Nachteilig ist, daB sich die kurzen Pulse auf dem Weg 
durch das Mikroskop zur Probe durch die Gruppenge- 
schwindigkeitsdispersion (GVD) verandern - im Normalfall 
werden sie langer. 

Zur Kompensation der Pulsverlangerung wurden entspre- 
chende Anordnungen (Prechirp-Einrichtungen) vorgeschla- 
gen(DE 196 22 353). 

In DE 197 33 193 sind weiterhin apaptive Optiken vorge-. 
sehen. 

Die beschriebenen Vorrichtungen sind zur Kompensation 
der Dispersion 2. Ordnung geeignet. 

In den z. B. biologischen Praparaten ist jedoch mit nicht 
vorher bestimmbaren Dispersionen hoherer Ordnungen zu 
rechnen. Weiterhin treten in den optischen Komponenten in 
einem Mikroskop Dispersionen hoherer Ordnung auf. Somit 
ist es mit den herkommhchen Techniken nicht moglich, op- 
timale Bedingungen zur Anregung der nichtlinearen Kontra- 
ste schaffen. 

In konventionellen Fluoreszenzmikroskopie werden ver- 
schiedene Farbstoffe zur spezifischen Markierung von bio- 
logischen Praparaten eingesetzt. Diese Farbstoffe werden 
anschlieBend mit unterschiedlichen Lichtwellenlangen an- 
geregt. Durch den Einsatz der Multiphotonen- Anregung er- 
folgt bei soichen Praparaten meist eine simultane Anregung 
der verschiedenen Farbstoffe. Dies ist einerseits ein Vorteil, 
da man nur noch eine Lichtwellenlange zur Anregung beno- 
tigt. Andererseits ist es von Nachteil, wenn sich die Emissi- 
onswellenlangenbander der einzelnen Farbstoffe uberla- 
gern, da die Farbstoffe dann nicht mehr spektral getrennt 
werden konnen. Aufgabe der Erfindung ist die Beseitigung 
der beschriebenen Nachteile. 

Anordnung 

Ein Blockschaltbild des bevorzugten Aufbaus ist in Fig. 1 
dargestellt. 

Ausgehend vom Kurzpulslaser KL gelangen die Lichtim- 
pulse in den Pulsformer PR Dieser ist schematisch in Fig. 2a 
gezeigt. Im Pulsformer PF wird der einfallende Strahl beam 
in in einem ersten dispersiven Element (1) bestehend z. B. 
aus einem Gitter oder Prismen die spektralen Komponenten 
der Lichtpulse raumlich aufgespalten. AnschlieBend wird 
mit Hilfe einer achromalisch korrigierten Linse oder Linsen- 
gruppe LI (Fig. 2) eine Fourierebene erzeugt. 

Diese Ebene (Brennebene) zeichnet sich dadurch aus, daB 
hier die einzelnen Spektralanteile der Lichtpulse raumlich 
separiert sind. Die Transformation in diese Ebene entspricht 
mathematisch gesehen einer Fouriert.rans formation. In diese 
Ebene wird ein raumlicher Licht-Modulator (2) (spatial light, 
modulator - SLM) in Transmission eingesetzt. Dieser be- 
siehl im allgemeinen aus einer Matrix von helixart.ig oder 
parallel angeordneien, ncmatischen Ftussigkeitskristallen 



(z. B. SLM-S160/h, Firma: Jenoptik LOS). Durch eine ent- 
sprechende elektronische Beschaltung der einzelnen Punkte 
der Matrix kann die Transmission bzw. Phasenverschiebung 
der entsprechenden spektralen Komponente eingestellt wer- 

5 den. AnschlieBend wird die raumliche Trennung der spek- 
tralen Komponenten der Lichtpulse durch eine zweite iden- 
tische Linse L2 und ein zweites dem ersten identisches-di- 
spersives Element (3) aufgehoben - beam out. Dieser Vor- 
gang entspricht der Rue ktransfon nation in den Zeitbereich. 

to Mit Hilfe der Phasen- bzw. Amplituden modulation kann so- 
mit das zeitiiche Verhalten der Lichtimpulse gesteuert wer- 
den. Die Anordnung aus 2 Gittem und 2 Linsen ist in der Li- 
teratur unter der Bezeichnung 4f - Anordnung bekannt. 
Eine vereinfachte Anordnung fur den Pulsformer ist in 

15 Fig. 2b aufgefuhrt. Hier ist gleich nach dem Modulator (2) 
ein Spiegel S angeordnet, so daB die Strahlung in sich zu- 
riick mit einem kleinen Hohenversatz oder unter einem klei- 
nem Winkel in sich zuriick lauft. Diese Anordnung kommt 
zum einen mit weniger optischen Komponenten aus, zum 

20 anderen durchlaufen die Lichtpulse hier zweimal den Modu- 
lator (2), so daB sich die GroBe der Phasen-/Amplitudenmo- 
dulation verdoppelt. 

In Fig. 3 ist die dispersive Aufspaltung und Zusammt 
fiihrung eines roten Anteiis r und eines blauen Anteils b un- 

25 ter Passieren des Manipulators 2 sowie der Wellenlangen- 
verlauf entlang einer Richtung X auf dem Manipulator 2 
schematisch dargestellt. 

Nachdem im Pulsformer das zeitliche Verhalten verandert 
werden kann gelangen die Lichtpulse iiber entsprechende 

30 optische Komponenten iiber das Mikroskop M und das Ob- 
jektiv O in die Probe P. In der Probe P wird aufgrund der 
starken Fokussierung durch das Objektiv und der hohen 
Pulsspitzenleistung der Lichtpulse ein nichtlinearer Effekt 
angeregt. Dieser wird vom Detektor (4) registriert. Somit 

35 steht ein entsprechendes MeBsignal zur Verfugung, daB 
durch die elektronische Ansteuerung des Pulsformers mit- 
tels der Regelung R optimiert werden kann. 

Die Wirkungsweise der Regelung soil nun beispielhaft 
anhand der Erzeugung eines Zwei-Photonen-Fluoreszenzsi- 

40 gnales beschrieben werden. 

Das Zwei-Photonen-Fluoreszenzsignal (S) kann wie folgt 
beschrieben werden: 



45 



Sac 



P 2 

avg 



wobei P avg die mittlere Leistung und T die Pulslange der 
Lichtpulse am Ort der Probe sind. A steht fur den Strahl- 
querschnitt am Ort der Probenwechselwirkung. 
50 Aus der obigen Gieichung ist ersichtlich, daB das Zwei- 
photoneh-Fluoreszenzsignal mit kleiner werdender Puls- 
lange und Strahlquerschnitt und groBer werdender mittlerer 
Leistung wachst. In einem Mikroskop wird die Pulslange 
durch folgende Faktoren beeinfluBt, d. h. meist verlangert: 

55 

- Durch die Glasmaterialien aus denen die optischen 
Elemente im Mikroskop gefertigt. sind. Eine Kompen- 
sation kann hier stationar erfolgen. 

• - Durch das Praparat an sich. Die Pulsverlangerung ist 
60 hier abhangig von der Eindringtiefe in das Praparat. 
Weiterhin wird die Pulsverbreilerung durch Dispersio- 
nen hoherer Ordnung erzeugt. Deshalb muB hier die 
Kompensation fur jede spektrale Komponente einzeln 
und in Echtzeit erfolgen. 
65 - Durch die Anderung der Wellenlange 

- Durch die Anderung der miti.leren Leistung. 

Der Pulsformer PF und damit das zeitliche Verhalten der 
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Lichtpulse wird deshalb in Abhangigkeit von den o. g. Gro- 
Ben durch die Regelung in Echt.zeit. eingestellt, wobei als 
MeBgroBe das Zweiphotonen-Fluoreszenzsignal fungiert. 
Durch den Pulsformer wird im wesent.lichen die Pulslange 
und die rnittlere Leistung am On der Probenwechselwir- 5 
kung optimiert. 

Weiterhin sind die Wechselwirkungsquerschnitte der ver- 
wendeten Farbstoffe abhangig von derri zeitlichen Verhalten 
der Lichtpulse. Somit ist es moglich das Fluoreszenzsignal 
fur einzelne Farbstoffe zu optimieren, wobei die Fluores- 10 
zenz anderer Farbstoffe gleichzeitig unterdriickt wird. Dies 
ist in der Literatur unter dem BegrifFder koharenten Kon- 
trolle bekannt. Man hat also die Moglichkeit durch die 
Riickkopplung der MeBgroBe (hier das Zweiphotonen-Fluo- 
reszenzsignal) das zeitliche Verhalten der Lichtpulse durch 15 
Phasen- oder Amplitudenmodulation so einzustellen, daB 
die entsprechende MeBgroBe optimiert wird. 

Patentanspriiche 

20 

1. Vorrichtung zur Einkopplung eines Kurzpulslasers 
in einen mikroskopischen Strahlengang, wobei die 
spektxalen Komponenten der Laserstrahlung mit Hilfe 
eines dispersiven Element.es (1) raumiich separiert,- die 
einzelnen spektralen Komponenten manipuliert und 25 
anschlieflend wieder mit Hilfe eines weiteren dispersi- 
ven Elementes (3) raumiich uberlagert werden. 

2. Vorrichtung zur Einkopplung eines Kurzpulslasers 
in einen mikroskopischen Strahlengang nach Anspruch 

1, wobei die spektralen Komponenten der Laserstrah- 30 
lung mit Hilfe eines dispersiven Elementes (1) raum- 
iich separiert, in der Fourierebene/Brennebene eines 
Abbildungsungselements Komponenten manipuliert 
(Manipulator 2) und anschlieBend wieder mit Hilfe ei- 
nes weiteren dispersiven Elementes (3) raumiich tiber- 35 
lagert werden. 

3. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei die spektralen Komponenten 
nach der Manipulation (2) an einem Spiegel reflektiert 
werden und mit Hilfe des dispersiven Elementes (1) 40 
wieder uberlagert werden. 

4. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei das Mikroskop ein Laser- 
Scanning Mikroskop ist. 

5. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 45 
henden Anspruche, wobei das Mikroskop zur Untersu- 
chung von nichtlinearen Kontrastverfahren eingesetzt 
wird. 

6. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei als dispersives Element Pris- 50 
men oder Gittern eingesetzt werden. 

7. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei der Manipulator (2) eine 
Amplitudenmodulation der spektralen Komponenten 
erzeugt. 55 

8. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei der Manipulator (2) eine 
Phasenmodulation der spektralen Komponenten er- 
zeugt. 

9. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 60 
henden Anspruche, wobei der Vorrichtung zur Ein- 
kopplung eines Kurzpulslasers eine Monornode-Faser 

F nachgeschaltet ist. 

10. Vorrichtung nach mindestens einem der v.orange- 
henden Anspruche, wobei die Monomode-Faser auch 65 
polarisal.ionserhaltend wirkt.. 

11. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei als Manipulator (2) ein 



raumlicher Lichtmodulator (spatial light modulator - 
SLM) in der Fourierebene verwendet wird. 

12. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei durch Riickkopplung des 
MeBsignals (4) der Manipulator (2) gezielt optimiert 
und damit das gewunschte MeBsignal eingestellt. wird. 

13. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei durch die Riickkopplung die 
Phasenmodulation im Modulator (2) zur Kompensa- 
tion der Dispersion hoherer Ordnung eingesetzt wird. 

14. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei durch die Riickkopplung die 
Phasenmodulation im Modulator (2) in Abhangigkeit 
von der Mitten wellenlange des Kurzpulslasers (6) opti- 
miert wird. 

o 

15. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei durch die Riickkopplung die 
Phasenmodulation im Modulator (2) in Abhangigkeit 
von dem verwendeten Objektiv optimiert wird. 

16. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei durch die Riickkopplung die 
Phasenmodulation im Modulator (2) in Abhangigkeit 
von der verwendeten mittleren Leistung optimiert 
wird. 

17. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei durch die Riickkopplung die 
Phasenmodulation im Modulator (2) in Abhangigkeit 
von der Eindringtiefe (5) in ein zu untersuchendes Pra- 
parat eingestellt und damit ein nichtlinear angeregtes 
Fluoreszenzsignal optimiert wird. 

18. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange-- 
henden Anspruche, wobei mit Hilfe eines adaptiven 
Elementes AO zusatzlich die Pulsfront und die spheri- 
schen Aberrationen optimiert werden. 

19. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei durch die Riickkopplung die 
Phasenmodulation im Modulator (2) in Abhangigkeit 
von dem verwendeten Objektiv optimiert wird. 

20. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei mittels Phasen- und Ampli- 
tudenmodulation im Modulator (2) ein gezieltes Anre- 
gen von HuoreszenzfarbstofTen erfolgt. 

21. Vorrichtung nach 19, wobei dies selektiv erfolgt. 

22. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange- 
henden Anspruche, wobei mittels Phasen- und Ampli- 
tudenrnodulation im Modulator (2) ein gezieltes Auslo- 
sen von Reaktionen (FRET, Uncaging) in Fluoreszenz- 
farbstoffen erfolgt. 

23. Vorrichtung nach mindestens einem der vorange-. 
henden Anspruche, wobei mittels Phasen- und Ampli- 
tudenmodulation im Modulator (2) ein gezieltes Blei- 
chen yon Farbstoffen erfolgt. 
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a) 4 f - Konfiguration 



Grating (1) 



Manipulator (2) 
SLM 
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Grating (3) 



beam out 



b) gefaltete 4 f - Konfiguration 



Grating (1) 



Manipulator (2) 
SLM 




beam in 

beam out at different hight / angle 
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